









ン化するなど研究領域をリードしてきた (Sirikantaramas and 







を示すことから英国GW pharmaceuticals により phase 2 の臨
床試験が実施されている（Welling et al., 2018）。 図 1. 主要カンナビノイドの構造 
カンナビノイドの側鎖長はアルキルレゾルシノールを生成するポリケタイド合成酵素（PKS）に制御される。
我々は大麻 PKS の olivetol synthase（CsOLS）が olivetol を主生成物として合成する一方、側鎖がプロピル基の








トキワザクラ若葉より一本鎖 cDNA を調製し、重複PCR およびRACE 法により新規PKS をコードする cDNA
を増幅し、配列を決定した。次いで本遺伝子を発現ベクターpQE80L にサブクローニングして、組換え酵素を発
現、精製した後、hexanoyl-CoA および malonyl-CoA を基質としてアッセイを行った。この結果、副生成物の
teriketide および tetraketide pyrone とともに、olivetol を主生成物として確認した。Olivetol を生成する PKS は大麻
のCsOLS に次いで二例目であり、我々は本酵素をP. obconica olivetol synthase（PoOLS）と命名した。また PoOLS
のアッセイに大麻の polyketide cyclase である olivetolic acid cyclase（OAC）を共存させたところ、olivetol の生成
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量が明らかに減少し、かわって olivetolic acid が生成することを確認した。このことから PoOLS はポリケタイド
鎖の伸長超反応を触媒し、リリースした hexanoyl tetra-β-ketide CoA をOAC が閉環することで olivetolic acid が得
られたものと推察した。このような反応メカニズムは大麻におけるポリケタイド生合成反応と同様である







な知見を得た。即ち、OAC は heptyl 
tetra-β-ketide CoA を受容し、resorcylic acid
に閉環することが明らかとなった。我々は
以前に、森田教授との共同研究によりOAC
が methyl tetra-β-ketide CoA を受容し、
orsellinic acid を合成可能であることも確認
している（Taura et al., 2016）。 
	 以上から OAC は methyl 基から heptyl 基
までのアルキル側鎖を有する tetraketide を
受容し、aldol 型の閉環反応を触媒すると結
論した。以上、PoOLS の酵素反応は図 2 に
まとめた通りである。 
図 2. PoOLS が触媒する酵素反応のまとめ 
	
2.	PoOLSの立体構造解析	
	 上記の生化学的解析から PoOLS は hexanoyl-CoA に特異性を示す大麻の CsOLS に比べて、より長鎖のスター
ター基質と反応することが判明した。このような基質特異性の構造基盤について知見を得るため、森田教授と
の共同研究により本酵素のX 戦結晶解析を検討した。即ち、大腸菌で発現した組換え PoOLS を各種カラムクロ
マトグラフィーにより精製し、14% PEG4000 を含む 100 mM citrate buffer (pH 5.6) 中で結晶化した。得られた結
晶について Photon Factory(Beamline BL-1A)にてX 線回折データを取得し、既知植物 PKS を鋳型とする分子置換
法により立体構造を決定した。 
	 PoOLS の全体構造は既知植物 PKS と非常によく類似した
αβαβα-thiolase fold を有することが確認された。PoOLS の活
性中心キャビティの構造を図 3 に示している。ポリケタイド
の伸長反応を触媒する catalytic triadはCys163, His302 および
Asn335 として活性中心の適切な位置に保存されており、
PoOLS は既知 PKS と同様の機構にてポリケタイド鎖の伸長
反応を触媒し、tetraketide を合成すると考えられた。また極
めて興味深いことに PoOLS の結晶は活性中心に lauric acid
を結合した形で得られており、lauric acid を取り囲む形で主
に芳香族性および疎水性のアミノ酸残基が配置した長いト
ンネル状のポケットが確認された。Lauric acid は精製および       図 3. PoOLS の活性中心構造  
結晶化条件で添加したものではないため、大腸菌の成分として存在する本化合物が、活性中心に高い親和性を
示したため取り込まれたものと推察した。Lauric acid は本酵素のスターター基質の一つである lauroyl-CoA の脂



























	 本研究では培養が容易で、かつ組換え酵素の生産能力が高いメチロトロフ酵母Pichia pastoris を宿主としてカ
ンナビノイド関連化合物の前駆物質となるポリケタイド生産系を構築した。即ち、PKS としてCsOLS あるいは
PoOLSを用い、これらをスターターの供給に関わるacyl-activating enzymes（CsAAE1あるいはCsAAE3, Stout et al., 







olivetol の生成量が増大し、また OAC 共発
現株では olivetol にかわって olivetolic acid
の生成が確認された。Olivetolic acid の生産
量はPoOLS- AAE1-OAC共発現株で最も高
く、約 50 mg/Liter と好ましい生産量が確認
された。                                       図 4. 組換えP. pastoris を宿主とするポリケタイドの生産  
	 Hexanoic acid 以外の脂肪酸添加による precursor-directed biosynthesis に関しても検討を行い、この結果 PoOLS
を発現する組換え酵母は本酵素がインビトロの反応で合成した alkylresorcinol を一通り生成可能であり、また
OAC 共発現株は octanoic acid 添加により heptyl 基を有する resorcylic acid を生産した。上記の通りOAC の基質
特異性は分子多様性の規定因子となるため、heptyl 基以上の長鎖アルキル基を有する resorcylic acid の生産は困難






	 本研究ではポリケタイド合成酵素 PoOLS をクローン化した。本酵素の触媒活性は大麻の CsOLS に類似する
が、より多様な側鎖長の基質と反応するため、本酵素遺伝子はアルキル側鎖が異なるカンナビノイド類縁体の
生産に応用可能と考えられる。その第一ステップとして我々はメチロトロフ酵母 P. pastoris を宿主として、
PoOLS をOAC およびAAE と組合せて発現することで各種アルキルレゾルシノールの生産が可能であることを
示した。本研究の実施期間に、Keasling らが出芽酵母 Saccharomyces cereviciae を宿主とするカンナビノイドの生
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